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Abstract 

 

In questo elaborato di tesi viene discusso lõarticolo scientifico Composition of Sexual 

Fluids in Cycas revoluta Ovules During Pollination and Fertilization di von Aderkas et al., 

pubblicato sulla rivista The Botanical Review nel 2022. 

In questo studio viene analizzata per la prima volta la composizione dei fluidi che 

mediano la fecondazione nelle cicadee. Tali fluidi, prodotti dagli ovuli di queste piante 

immediatamente prima della fecondazione, hanno una composizione chimicamente 

complessa e sono fondamentali per regolare lõinterazione tra gametofito maschile e 

femminile. 

Utilizzando la spettrometria di massa, i proteomi del Fluido del Megagametofito (MF) 

e del Fluido della Camera Archegoniale (ACF) di Cycas revoluta sono stati confrontati 

tra loro e con il proteoma della goccia dõimpollinazione (PD), un altro fluido prodotto 

dallõovulo. Dallõanalisi ¯ emerso che la goccia dõimpollinazione contiene un numero 

inferiore di classi di proteine, principalmente coinvolte nella difesa da microrganismi e 

nella modificazione dei carboidrati, mentre il Fluido del Megagametofito e il Fluido 

della Camera Archegoniale presentano una composizione proteica più diversificata che 

include anche proteine implicate nella morte cellulare programmata.  

Mediante cromatografia liquida è stato anche dimostrato che il Fluido del 

Megagametofito e il Fluido della Camera Archegoniale sono ricchi di composti a basso 

peso molecolare quali glucosio, pectina e acido glutammico. Infine, a differenza del 

Fluido del Megagametofito, il Fluido della Camera Archegoniale presenta un pH più 

elevato e possiede una maggiore osmolarità. 

In questo elaborato di tesi verranno discussi in dettaglio i metodi, i risultati e le 

conclusioni di questo lavoro, seguendo la struttura dei paragrafi dellõarticolo originale. 
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1. Introduzione 

 

Nelle gimnosperme, lõimpollinazione e la fecondazione sono mediate da liquidi e 

avvengono in momenti distinti. Lõintervallo temporale tra i due eventi può durare 

settimane o mesi, a differenza di quanto osservato nelle angiosperme, dove i processi 

sono pressoché contemporanei. In questo studio, gli autori hanno analizzato la 

composizione dei fluidi prodotti in ovuli di Cycas revoluta, una specie appartenente alle 

cicadee. Questo gruppo di gimnosperme risulta particolarmente interessante dal punto 

di vista evolutivo perché costituisce uno dei rami più antichi delle piante a seme. 

Durante lõimpollinazione, il polline viene catturato dagli ovuli non ancora maturi 

tramite la goccia dõimpollinazione (PD-pollination drop). Prodotta dalle cellule della 

nucella, questa secrezione gioca un ruolo fondamentale nel coordinare lõinterazione tra 

polline e ovulo: cattura il polline e lo porta allõinterno dellõovulo, dove successivamente 

germinerà (Jin et al., 2012). La goccia dõimpollinazione, oltre al suo ruolo meccanico 

nella cattura del polline, ha una funzione di difesa grazie alla presenza di enzimi 

antimicrobici (Coulter et al., 2012; Pirone-Davis et al., 2016). Questo meccanismo è 

ampiamente diffuso tra le gimnosperme, ma secrezioni omologhe sono rare nelle 

angiosperme (Willemse et al., 1995).  

Successivamente allõimpollinazione, il polline germina allõinterno dellõovulo e forma il 

tubetto pollinico. In molte gimnosperme questo processo è estremamente lungo; 

possono infatti passare settimane, se non mesi, prima che il microgametofito arrivi a 

maturazione e rilasci i gameti (Williams, 2009). Contemporaneamente, lõovulo cresce 

e, al suo interno, si differenza un megagametofito che sviluppa, al polo micropilare, 

due archegoni contenenti le cellule uovo ricettive. 

Nelle gimnosperme, la fecondazione può avvenire in due modi: può esserci 

sifonogamia, comune nei cladi filogeneticamente più recenti (Bruns & Owens, 2000) 

o zoidogamia, caratteristica di cladi più ancestrali come Ginkgo e cicadee. Nella 

sifonogamia, il tubetto pollinico penetra nello spazio tra le neck cells dellõarchegonio e 

rilascia le due cellule spermatiche direttamente in prossimità della cellula uovo. Nella 

zoidogamia, il tubetto pollinico rilascia cellule spermatiche flagellate in un fluido 

allõinterno dellõovulo, tra la nucella e il megagametofito. I gameti (o spermatozoidi) 
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sono mobili e nuotano attivamente verso lõarchegonio per raggiungere e fecondare la 

cellula uovo (Ikeno, 1896; Wang et al., 2014). La produzione dei fluidi coinvolti nella 

zoidogamia è stata poco indagata e la loro composizione era quasi completamente 

sconosciuta, a differenza della più studiata goccia dõimpollinazione (Little et al., 2014). 

I fluidi sessuali nelle gimnosperme sono secreti in piccole quantità, hanno breve durata 

(pochi giorni) ed è difficile accedervi; ciò rende il loro studio particolarmente 

difficoltoso. Anche la goccia dõimpollinazione, pur essendo esposta alla sommità del 

micropilo e quindi facilmente accessibile, ha un volume ridotto che richiede un 

notevole sforzo per accumularne una quantità sufficiente per le analisi. I fluidi che 

mediano la fecondazione hanno anchõessi vita breve, essendo presenti solo per alcuni 

giorni nelle cicadee (Takaso et al., 2013) e in Ginkgo (Friedman, 1987). Inoltre, a 

differenza della goccia dõimpollinazione, tali fluidi di fecondazione sono ancora più 

complessi da campionare, dato che sono prodotti in profondit¨ allõinterno dellõovulo. 

Oltre alla difficoltà di raccolta, la breve durata di questi fluidi evidenzia quanto gli 

eventi di impollinazione e fecondazione debbano essere strettamente coordinati. 

La coordinazione tra il rilascio delle cellule spermatiche e la ricezione da parte 

dellõovulo, per garantire il successo della fecondazione, non è esclusiva delle 

gimnosperme zoidogame, ma è una caratteristica conservata anche in cladi più antichi 

come muschi e felci. Per esempio, nei muschi, il contenuto delle cellule archegoniali, 

rilasciato poco prima della fecondazione, ha una funzione chemoattrattiva per gli 

spermatozoidi, che vengono guidati verso la cellula uovo (Ziegler et al., 1988). Il liquido 

rilasciato non permette solo alla cellula spermatica di muoversi, ma è anche arricchito 

di sostanze necessarie ad aumentare lõefficienza di fecondazione. Nelle cicadee il fluido 

¯ prodotto dalle cellule allõapice del gametofito (MF-megagametophyte fluid). La sua 

produzione è abbondante e successivamente esso fluisce allõinterno della camera 

archegoniale (Figure 1.1, 3.1; Takaso et al., 2013). Come nei muschi e nelle felci, anche 

gli archegoni delle cicadee e Ginkgo rilasciano ulteriori sostanze. Nelle cicadee, queste 

si mescolano allõMF già presente nella camera archegoniale, formando il liquido della 

camera archegoniale (ACF-archegonial chamber fluid), in cui nuotano le cellule 

spermatiche. 

Gli autori dellõarticolo scientifico qui discusso, si sono quindi chiesti se lõMF e lõACF 

abbiano composizione e ruoli funzionali distinti. Hanno inoltre investigato se questi 

fluidi, derivanti dal megagametofito, si differenzino dalla goccia dõimpollinazione 
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prodotta dalle cellule della nucella. Per rispondere a queste domande, hanno analizzato 

campioni di fluidi sessuali di Cycas revoluta, raccolti nel loro habitat naturale nel sud del 

Giappone. Le analisi hanno incluso i profili proteomici, la composizione in carboidrati 

e amminoacidi, la concentrazione osmotica e il pH. 

Cycas è un genere di gimnosperme che appartiene al phylum Cycadophyta (Stevenson, 

1992), un gruppo di gimnosperme che condividono alcune similarità con le estinte 

Pteridosperme o felci a seme (von Aderkas et al., 2018). Entrambi questi gruppi 

condividono un carattere ancestrale: la regolazione del microgametofito attraverso i 

fluidi sessuali derivanti dal megagametofito, una caratteristica che si ritiene sia stata 

preservata durante lõevoluzione delle piante a seme (Takaso et al., 2013; von Aderkas 

et al., 2018). 

Figura 1.1 Schema illustrativo degli stadi di sviluppo dellõovulo durante cui sono stati campionati i fluidi 

riproduttivi analizzati. (a) Ovulo immaturo prima della produzione della goccia dõimpollinazione con 

lõapice della nucella situato allõinterno del micropilo. (b) Ovulo con la goccia dõimpollinazione secreta dal 

micropilo; in questo stadio allõapice della nucella, attraverso un processo di degenerazione, si forma la 

camera pollinica. (c) Ovulo al momento della fecondazione; in questo stadio sono evidenziati i tre strati 

differenziati del tegumento, il megagametofito cellularizzato ed i due archegoni alla base della camera 

archegoniale. Allõinterno della nucella, che avvolge il megagametofito, matura il gametofito maschile che 

poi rilascerà gli spermatozoidi allõinterno del liquido di fecondazione. Barra della scala = 1 cm. Figura tratta 

da von Aderkas et al., 2022 
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2. Materiali e metodi 

 

2.1 Materiale vegetale 

Per lõanalisi condotta nellõarticolo qui discusso di von Aderkas et al. (2022), sono stati 

utilizzati ovuli di Cycas revoluta provenienti sia da piante coltivate che selvatiche. Tutte 

le piante provenivano dalla regione a nord-ovest dellõisola di Iriomote, nella prefettura 

di Okinawa, Giappone (Figura 2.1). 

 

Raccolta dei fluidi sessuali 

I ricercatori hanno selezionato sei piante per lõimpollinazione manuale, condotta tra 

metà e fine maggio 2018. Gli ovuli sono stati successivamente campionati appena 

prima della fecondazione avvenuta ad agosto, da piante che ne possedevano un numero 

considerevole. Gli ovuli sono stati scelti in base alla presenza del tubetto pollinico che 

si estendeva dalla nucella verso lõinterno della camera archegoniale. Gli ovuli sono stati 

tagliati a metà trasversalmente; la prima metà scartata e quella rimasta, comprendente 

la porzione del micropilo, ulteriormente dissezionata per lasciare esposto lõapice del 

megagametofito. Successivamente i campioni sono stati posti in piastre Petri di vetro 

rivestite con carta da filtro Whatman No. 1 inumidita con acqua precedentemente 

filtrata. I campioni sono stati lasciati un giorno nelle piastre, prima di raccogliere il 

Figura 2.1 Esempio di sito di campionamento nellõisola di Iriomote, Okinawa (Giappone), dove ¯ 

presente una popolazione nativa di Cycas revoluta dalla quale sono stati raccolti alcuni ovuli utilizzati per 

lo studio. Immagine tratta da von Aderkas et al., 2022 



5 

fluido del megagametofito (MF). Il fluido della camera archegoniale (ACF), che 

contiene lõMF mescolato al materiale emesso dagli archegoni, è stato raccolto 

separatamente con micropipette di vetro e immediatamente congelato e conservato 

(Figura 2.2)Ю 

Le gocce dõimpollinazione (PD; Figura 1.1) sono state raccolte da dieci piante nellõarco 

di un periodo di tre settimane, da metà a fine maggio. I megasporofilli ricettivi sono 

stati rimossi da ogni pianta e le loro estremità tagliate e poste in acqua. Le gocce 

dõimpollinazione sono state raccolte quotidianamente con micropipette di vetro da 50 

ʈl (Figura 2.2) come descritto per altre gocce dõimpollinazione (Prior et al., 2018). Per 

avere un volume sufficiente per lõanalisi spettrometrica, i campioni di PD sono stati 

raggruppati. 

Figura 2.2 Schema illustrativo delle tecniche di campionamento utilizzate per la raccolta dei tre diversi tipi di fluidi 

riproduttivi analizzati nellõarticolo discusso. (A) Modalit¨ di campionamento della goccia dõimpollinazione (PD): i 

megasporofilli sono stati recisi, posti in acqua e la goccia dõimpollinazione secreta dagli ovuli recettivi ¯ stata 

raccolta con una micropipetta. (B) Preparazione degli ovuli di Cycas per il campionamento del fluido del 

megagametofito (MF) e del fluido della camera archegoniale (ACF): gli ovuli sono stati tagliati a metà 

trasversalmente e la parte superiore, dissezionata in modo che fosse esposto il megagametofito, è stata posta su 

carta da filtro imbibita di acqua sterile su piastre Petri. (C) Campionamento dellõMF: dopo un giorno, il liquido 

presente sulla superficie apicale del megagametofito è stato raccolto con una micropipetta. (D) Campionamento 

dellõACF: il liquido della camera archegoniale ¯ stato prelevato indipendentemente dopo che lõMF ¯ fluito nella 

camera archegoniale e si è mescolato con le secrezioni aggiuntive prodotte dagli archegoni. Nelle illustrazioni C e 

D ¯ mostrata la parte interna dellõovulo (tratteggiata) per facilitarne la comprensione. Illustrazione realizzata da 

Elisabetta Offer 
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2.2 Analisi dei campioni 

 

Microscopia elettronica 

I campioni dissezionati sono stati fissati in glutaraldeide al 2% in tampone cacodilato 

0.10 M a pH 7.0. Dopo i lavaggi con il tampone, necessari alla rimozione del fissativo, 

i campioni sono stati disidratati in etanolo al 50% per 10 minuti e successivamente 

colorati per 1 ora con una soluzione di acetato di uranile al 5% in etanolo al 50%. 

Successivamente, la disidratazione è stata completata attraverso una serie di soluzioni 

alcoliche a concentrazione crescente di etanolo (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), 

mantenendo i campioni immersi 10 minuti a ogni passaggio. Prima di procedere con 

lõinclusione, ¯ stato eseguito un secondo passaggio in etanolo 100% per garantire una 

disidratazione completa. Successivamente, lõetanolo assoluto ¯ stato sostituito 

gradualmente con resina di Spurr, fino ad arrivare a resina pura, che è stata poi 

polimerizzata per lõinclusione dei campioni. Le sezioni, ottenute con un 

ultramicrotomo Reichert Ultracut E, sono quindi state colorate con acetato di uranile 

e citrato di piombo di Reynolds e infine osservate al microscopio elettronico a 

trasmissione JEOL JEM-1011. 

 

Analisi proteomica 

Il contenuto proteico dei fluidi MF e ACF di quattro individui è stato quantificato 

utilizzando il test standard di Bradford (Bradford, 1976). 

I campioni di fluido (20 ʈl ciascuno) sono stati preparati per separazione elettroforetica 

su gel: sono stati mescolati con 5 ʈl di tampone NuPage Mes SDS e 1 ʈl di ditiotreitolo 

(DTT) 1 M e bolliti per 10 minuti. Sono stati caricati su un gel NuPage Novex 4 (12% 

Bis-TRIS) insieme a 5 ʈl di marcatore molecolare colorato con BLUelf (FroggaBio-

Helix Co. Ltd.). Il gel è stato fatto correre per 25 minuti a 200 V, fissato con una 

soluzione di etanolo al 40% e acido acetico al 10% per 10 minuti e poi colorato con 

Comassie Brilliant Blue allo 0.1%. 

Per identificare le proteine, separate mediante elettroforesi (SDS-PAGE), le colonne 

del gel dove erano stati fatti correre i campioni di fluido sono state tagliate e processate 

per lõanalisi tramite spettrometria di massa. I campioni sono stati ridotti con DTT per 

30 minuti a 37 °C per rompere i ponti disolfuro fra i residui di cisteina e 
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successivamente i gruppi sulfidrilici liberi sono stati alchilati con iodoacetamide per 30 

minuti a 37 °C per evitare la loro riossidazione. Quindi i campioni sono stati trattati 

con tripsina (2 ʈg Promega) per 16 ore a 37 °C, purificati attraverso colonna Waters 

HLB Oasis, concentrati e conservati a -80 °C. 

Le miscele di peptidi ottenute sono state analizzate tramite cromatografia liquida-

spettrometria di massa tandem (LC-MS/MS): sono state reidratate e separate secondo 

i metodi precedentemente pubblicati (Prior et al. 2013). I campioni sono stati inseriti 

in uno spettrometro di massa LTQ Orbitrap Velos equipaggiato con una sorgente 

Nanospray II (Thermo Fisher Scientific). Sono stati utilizzati due solventi: A) 

acetonitrile al 2% e acido formico allo 0,1%; B) acetonitrile al 90% e acido formico 

allo 0,1%. I campioni sono stati separati seguendo un gradiente di soluzione B per 90 

minuti (0 minuti: 5% B; 80 minuti: 45% B; 2 minuti: 90% B; 8 minuti: 90% B).  

I file LC-MS/MS grezzi ottenuti dallõanalisi sono stati convertiti in file Mascot (MGF) 

usando Proteome Discoverer 1.4, successivamente elaborati con software 

bioinformatici (PEAKS 6) e ricavate le sequenze proteiche da UniprotKB. Le proteine 

con annotazioni GO sono state processate tramite Scaffold Software per le analisi 

statistiche. 

Per lõanalisi delle gocce dõimpollinazione, i campioni sono stati trattati con separazione 

liquido-liquido. Lõanalisi spettrometrica di massa e lõelaborazione dei dati sono state 

eseguite seguendo i protocolli precedentemente pubblicati da Prior et al. (2013, 2018). 

Per confrontare lõabbondanza proteica dei fluidi del megagametofito (MF) e della 

camera archegoniale (ACF), è stato condotto un esperimento di quantificazione label-

free tramite spettrometria di massa. Dopo aver normalizzato la massa proteica di ogni 

campione, questi sono stati processati tramite cromatografia liquida e iniettati in un 

LTQ Orbitrap Velos. I dati grezzi sono stati elaborati utilizzando MaxQuant e il 

software Andromeda per effettuare ricerche nei dati delle gimnosperme allõinterno del 

database UniProt-SwissProt. 

 

Analisi della composizione di carboidrati e amminoacidi 

La composizione in carboidrati dei fluidi MF e ACF, provenienti da quattro individui, 

è stata analizzata tramite HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) isocratica 
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seguendo il protocollo descritto precedentemente da Nepi et al. (2017). In aggiunta, è 

stata misurata la concentrazione di pectine esprimendola in equivalenti di acido 

galatturonico (mg/mL). A causa del loro volume insufficiente, non è stato possibile 

analizzare la composizione dei carboidrati delle goccie di impollinazione. 

I campioni dei fluidi MF e ACF derivanti dagli ovuli dei quattro individui descritti sopra 

sono stati analizzati per determinare la composizione in amminoacidi utilizzando 

lõHPLC a gradiente con una colonna AccQtag, secondo quanto precedentemente 

pubblicato da Nepi et al. (2017). Anche in questo caso, essendo il volume delle gocce 

dõimpollinazione insufficiente, non è stato possibile analizzare la loro composizione in 

amminoacidi. 

 

pH  e concentrazione osmotica 

Il  pH dei campioni è stato misurato utilizzando un microelettrodo pH Thermo 

Scientific Orion calibrato, collegato a un pHmetro Accumet 900 (Fisher Scientific). 

Per determinare la concentrazione osmotica dei campioni, è stato utilizzato un 

microscopio a contrasto di fase (Olympus BHT), equipaggiato con un tavolino 

refrigerante controllato da un osmometro. I campioni sono stati caricati utilizzando 

una siringa analitica di precisione Pressure-Lok da 25 ʈl (VICI Precision Sampling) e 

congelati rapidamente a -40 °C. Successivamente sono stati scongelati lentamente fino 

a raggiungere lõequilibrio con il cristallo di ghiaccio pi½ piccolo, momento in cui è stata 

registrata lõosmolarit¨.  
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3. Risultati e discussione 

 

3.1 Risultati  

In questo lavoro, von Aderkas et al. (2022) hanno analizzato la produzione e la 

composizione di tre diversi fluidi sessuali prodotti dagli ovuli di Cycas revoluta. I risultati 

ottenuti riguardano gli stadi di produzione dei fluidi, lõanalisi proteomica, la 

composizione in carboidrati e amminoacidi, e i valori di pH e osmolarità di MF, ACF 

e PD. 

 

Stadi di produzione dei fluidi sessuali 

Gli ovuli sono stati campionati in un periodo che va da prima dellõimpollinazione fino 

a dopo la fecondazione, classificandoli in tre stadi distinti in base allõanalisi della nucella 

allõapice del megagametofito (Figura 3.1).  

¶ Stadio 1 (pre-secrezione): gli ovuli presentavano superfici apicali asciutte (Figura 

3.1 a,b) e i tubetti pollinici non erano ancora emersi dalla nucella. Essendo privi di 

fluidi, questi ovuli sono stati utilizzati come controllo per lo stadio di pre-

secrezione. Dopo la raccolta, non hanno mai prodotto fluidi. 

¶ Stadio 2 (produzione del liquido del megagametofito): la superficie dei 

megagametofiti era inizialmente asciutta, ma entro un giorno dallõisolamento, gli 

apici hanno iniziato a produrre il fluido del megagametofito (MF) dal tessuto che 

circonda la camera archegoniale (Figura 3.1 d,e). Al momento del campionamento, 

questi ovuli si differenziavano da quelli dello stadio precedente per la presenza dei 

tubetti pollinici che emergevano dai tessuti della nucella (Figura 3.1 f).  

¶ Stadio 3 (produzione del fluido della camera archegoniale e fecondazione): in 

questo stadio, il fluido del megagametofito fluiva allõinterno della camera 

archegoniale (Figura 3.1 g,h). In un tipico ovulo al terzo stadio è possibile osservare 

il tubetto pollinico sporgere in modo prominente dalla nucella (Figura 3.1 i). Il 

fluido MF si è rivelato responsabile della separazione delle neck cells degli archegoni, 

seguita quasi contemporaneamente dallõespulsione del loro contenuto. Il materiale 

cellulare così espulso rimaneva sul fondo della camera archegoniale (Figura 3.1 g,h) 

e successivamente si mescolava con lõMF formando il fluido della camera 

archegoniale (ACF). Al momento dellõultimo campionamento, i tubetti pollinici 
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apparivano espansi (Figura 3.1 i) e si rompevano a contatto con il fluido, rilasciando 

i gameti. Dopo la fecondazione, tutte le superfici tornavano asciutte.  

Un aspetto cruciale, per meglio comprendere il presente studio e la biologia 

riproduttiva delle cicadee, è la differenza fra il fluido del megagametofito e della camera 

archegoniale. La fonte di questi due fluidi è diversa: mentre lõMF ¯ prodotto da 

centinaia se non migliaia di cellule localizzate allõapice del gametofito femminile; il 

materiale rilasciato dagli archegoni è prodotto da una o due cellule archegoniali e, 

mescolandosi con lõMF, forma lõACF che presenta quindi una doppia origine. 

I risultati ottenuti dalle analisi al TEM, hanno evidenziato che lõMF costituiva la 

componente maggioritaria del volume del fluido ACF. Inoltre, è stata osservata sulla 

superficie dei campioni la presenza di detriti cellulari, inclusi granuli di amido localizzati 

nella regione apoplastica dellõovulo e provenienti dalle cellule dello strato epidermico 

allõapice del gametofito femminile, dove molte cellule erano andate incontro a morte 

cellulare programmata. Queste cellule in apoptosi mostravano caratteristiche 

organellari insolite: il reticolo endoplasmatico inglobava materiali vicino agli 

amiloplasti, i mitocondri presentavano un volume ridotto e alcune cellule risultavano 

svuotate del loro contenuto. 
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Profilo proteico di MF e ACF 

Le analisi condotte hanno rivelato che il fluido della camera archegoniale (ACF) ha una 

concentrazione proteica superiore rispetto al liquido del megagametofito (MF). La 

quantificazione tramite test di Bradford ha mostrato una concentrazione media 

inferiore a 0,5 ʈg/ʈl di proteine per lõMF, mentre per lõACF era di 2,5 ʈg/ʈl. Questo 

dato ¯ supportato dal risultato dellõelettroforesi SDS-PAGE, che ha evidenziato un 

incremento del numero di bande proteiche nellõACF rispetto allõMF (Figura 3.2). 

Figura 3.1 Stadi di produzione dei fluidi sessuali in ovuli di Cycas revoluta. (a) Schema illustrativo dello stadio 1 (pre-

secrezione): all'apice del megagametofito (m) è presente unõintroflessione, la camera archegoniale (ac), al di sotto 

della quale si osservano i due archegoni. (b) Il giorno precedente alla produzione del fluido, lõapice del 

megagametofito si presentava asciutto e la camera archegoniale (ac) vuota. Sono visibili i due archegoni (ar). (c) La 

parete superiore della camera archegoniale è situata immediatamente sotto la nucella, che in questa fase presenta 

una fessura in cui il polline si accresce. In questo stadio, il tubetto pollinico (pt) non è visibile o sta iniziando a 

svilupparsi. (d) Schema illustrativo dello stadio 2 (produzione dellõMF): si è formato del fluido sulla superficie del 

megagametofito, ma non nella camera archegoniale. Questo fluido è stato campionato e indicato come fluido del 

megagametofito (MF). (e) Il fluido MF è stato raccolto dallõapice del megagametofito prima che fluisse allõinterno 

della camera archegoniale. (f) A questo stadio, il tubetto pollinico era visibile mentre si espandeva dalla nucella. (g) 

Schema illustrativo dello stadio 3 (produzione dellõACF): il fluido MF si riversa allõinterno della camera archegoniale 

e, subito dopo, gli archegoni secernono il materiale che mescolandosi ad esso forma il fluido della camera 

archegoniale (ACF). (h) Il  materiale si accumula sul fondo della camera archegoniale in prossimità degli archegoni 

da cui era stato rilasciato. (i) Il tubetto pollinico si è ulteriormente espanso allõinterno della camera ed è pronto a 

rilasciare gli spermatozoidi. Sulle punte del tubetto pollinico è possibile osservare delle regioni bianche, allõinterno 

delle quali stanno maturando i due spermatozoidi. Barre della scala = 1 mm. Immagine tratta da von Aderkas et al., 

2022 
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Analizzando le proteine del fluido del megagametofito (MF) e del fluido della camera 

archegoniale (ACF) tramite SDS-PAGE e HPLC-MS/MS, sono state identificate oltre 

150 proteine. LõMF conteneva 55 proteine, tutte ritrovate anche nellõACF. LõACF 

conteneva ulteriori 90 proteine esclusive, non presenti nellõMF. Nonostante questa 

differenza numerica, la distribuzione delle proteine tra le varie categorie funzionali 

annotate su Gene Ontology (GO) era simile in entrambi i fluidi. Di conseguenza, gli autori 

hanno concluso che, le proteine di ACF possiedono funzioni simili a quelle contenute 

in MF, pur essendo più numerose (Figura 3.3). 

 

Le funzioni biologiche dominanti erano legate ai processi metabolici e cellulari, seguiti 

in misura minore dalla risposta agli stimoli e dalla regolazione biologica. Esempi di 

proteine identificate per le diverse categorie funzionali: 

¶ Categoria processi biologici: proteine correlate alla glicolisi (es. fruttosio 

bisfosfato aldolasi 5), alla proteolisi (es. subunità beta tipo-2-A del proteasoma) 

e al ripiegamento proteico mediato da chaperonine (es. heat schock protein 

83). 

Figura 3.2 Gel SDS-PAGE con 20 ‘L di MF e ACF per colonna. ACF, MF-1, 

MF-2, MF-3 sono stati raccolti da ovuli di un individuo di Cycas revoluta. A 

sinistra, un marcatore molecolare di proteine standard. Immagine tratta da von 

Aderkas et al., 2022 
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¶ Categoria processi metabolici: proteine correlate alla gluconeogenesi (es. 

glucosio-6-fosfato isomerasi 1), al catabolismo dellõacqua ossigenata (es. L-

ascorbato perossidasi) e alla traduzione (es. proteina ribosomale 60S L11-1). 

¶ Categoria risposta agli stimoli: proteine correlate alle risposte difensive contro 

batteri e a vari stress come il calore.  

Solo un numero inferiore di proteine risultava correlato a riproduzione, sviluppo e 

crescita. In sintesi, gli autori hanno evidenziato che, dal punto di vista delle funzioni 

biologiche, questi fluidi extracellulari sono ricchi di proteine che si trovano 

comunemente nel citoplasma cellulare e successivamente ne vengono rilasciate. 

Figura 3.3 Istogramma del numero di proteine coinvolte in processi biologici categorizzate da Gene Ontology 

Annotations. Barre blu: proteine trovate sia in MF sia in ACF. Barre gialle: proteine trovate solo in ACF. Immagine 

tratta da von Aderkas et al., 2022 

 

Questa ipotesi ¯ stata ulteriormente supportata dallõanalisi GOA condotta sui 

componenti cellulari, che ha confermato la predominanza di proteine citoplasmatiche 

allõinterno dei fluidi analizzati (es. malato deidrogenasi e proteine che compongono le 

subunità dei proteasomi). Erano presenti anche proteine correlate a organelli 

intracellulari, come quelle contenute nei cloroplasti, nellõapparato di Golgi e nelle 

membrane. Le proteine mitocondriali e ribosomali erano invece meno rappresentate, 

suggerendo che le cellule implicate nella produzione di questi liquidi non fossero 

metabolicamente e trascrizionalmente attive. La frazione proteica della componente 
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cellulare era distribuita in modo simile tra MF e ACF, con lõunica eccezione di un 

numero maggiore di proteine extracellulari nellõMF rispetto allõACF. 

In termini di funzioni molecolari (Figura 3.4), il profilo proteico ottenuto includeva 

unõampia gamma di attivit¨ generali. Tra le più rappresentate vi erano proteine capaci 

di legare lõATP (es. subunità B2 della ATPasi protonica di tipo V), il NAD (es. enzima 

malico NADP-dipendente) ed il DNA (es. antigene nucleare di proliferazione 

cellulare), oltre a proteine ad attività catalitica (es. endopeptidasi e subunità del 

proteasoma). 

Figura 3.4 Istogramma delle proteine coinvolte in funzioni molecolari categorizzate da Gene Ontology Annotations. 

Barre blu: proteine trovate sia in MF sia in ACF. Barre gialle: proteine trovate solo in ACF. Immagine tratta da von 

Aderkas et al., 2022 

 

Profilo proteico della goccia dõimpollinazione 

Per quanto riguarda lõanalisi proteica della goccia di impollinazione (PD), gli autori 

hanno identificato un totale di 35 proteine tramite separazione liquido-liquido e 

successiva HPLC-MS/MS. Di queste 35 proteine totali, 23 risultavano non 

identificabili per lõassenza di dati di riferimento nei database. Le 12 proteine rimanenti 

sono state suddivise in tre categorie: 5 correlate alla difesa e risposta agli stress, 5 erano 

enzimi coinvolti nel rimodellamento e modifica della parete cellulare e dei carboidrati 

e 3 avevano altre funzioni. Nessuna delle proteine presenti nella goccia 

dõimpollinazione è stata trovata allõinterno dei fluidi sessuali secreti dal 

megagametofito, MF e ACF. 



15 

Espressione proteica 

Le analisi precedenti hanno permesso di identificare un set di 53 proteine comuni a 

entrambi i fluidi del megagametofito (MF e ACF). Lõanalisi del coefficiente di 

Spearman ha rivelato, in linea generale, una relazione positiva tra individui e tipologia 

di fluidi, indicando che, le proteine più espresse erano universalmente comuni. Lõanalisi 

del profilo di Pearson (non mostrata) ha inoltre evidenziato che solo una piccola 

frazione di queste proteine mostrava una differenza di espressione superiore al doppio 

fra individui diversi. 

 

Analisi dei carboidrati e amminoacidi di MF e ACF 

Lõanalisi dei carboidrati ha rivelato che il glucosio ¯ lo zucchero più abbondante in 

entrambi i fluidi. La sua concentrazione è risultata maggiore nel fluido del 

megagametofito (MF) rispetto al fluido della camera archegoniale (ACF), mentre 

saccarosio e fruttosio erano poco abbondanti in entrambi (Figura 3.5). In aggiunta a 

questi zuccheri, è stata rilevata anche la presenza di pectina, in concentrazioni maggiori 

in MF rispetto ad ACF. 

Per quanto riguarda gli amminoacidi, la concentrazione più alta è stata ritrovata in ACF 

(Figura 3.6). Di questi, la maggior parte erano amminoacidi proteici, come acido 

glutammico, alanina e prolina. Gli amminoacidi non proteici erano meno abbondanti, 

tra quelli a maggior concentrazione sono stati trovati beta-alanina e ornitina.  
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Figura 3.5 Boxplot della concentrazione di carboidrati (mg/mL) di MF (in blu) e 

ACF (in giallo) di Cycas revoluta. *La concentrazione di pectine è espressa in 

equivalenti di acido galatturonico (mg/mL). Immagine tratta da von Aderkas et al., 

2022 

Figura 3.6 Boxplot della concentrazione di amminoacidi (pmol/‘L) di MF (in 

blu) e ACF (in giallo) di Cycas revoluta. Immagine tratta da von Aderkas et al., 2022 
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pH e Concentrazione osmotica di MF e ACF 

I ricercatori hanno rilevato che il pH dei due fluidi è significativamente diverso: il fluido 

del megagametofito (MF) presenta un pH leggermente acido (5,9  ᴜ1,2), mentre il 

fluido della camera archegoniale (ACF) è più alcalino (8,4 ᴜ  1,3). Questo suggerisce 

che il rilascio di sostanze da parte degli archegoni comporta un aumento significativo 

del pH. 

In termini di concentrazione osmotica, MF è risultato avere una concentrazione media 

di 678 mOsm, minore rispetto al fluido della camera archegoniale (ACF) la cui 

osmolarità risultava essere 918 mOsm. Questo aumento di osmolarità è dovuto 

allõaggiunta delle sostanze rilasciate dai due archegoni, che si aprono in risposta al 

contatto con lõMF e contribuiscono alla formazione dellõACF. 

 

3.2 Discussione 

Lõanalisi della composizione dei fluidi di Cycas revoluta suggerisce lõesistenza di 

meccanismi riproduttivi precedentemente sconosciuti nelle piante a seme. In questo 

studio, i ricercatori hanno dimostrato che i fluidi sessuali rilasciati dallõovulo durante 

lõimpollinazione e la fecondazione differiscono per origine cellulare, funzione e 

composizione, e presentano profili proteici specifici per ogni fase. Dal confronto è 

emerso che i fluidi prodotti dal megagametofito, MF e ACF, sono ricchi di 

amminoacidi ma poveri di carboidrati rispetto alla goccia dõimpollinazione o al nettare 

fiorale. Ciò suggerisce che le loro funzioni riproduttive vadano oltre alla semplice 

cattura e trasporto del polline (nel caso della goccia dõimpollinazione) o trasporto delle 

cellule spermatiche (nel caso di MF e ACF). I fluidi sessuali sembrano rappresentare 

un meccanismo di controllo dello sviluppo del gametofito maschile da parte di quello 

femminile, mediato da una sequenza di eventi regolati: la cattura del polline da parte 

della goccia dõimpollinazione e il rilascio delle cellule spermatiche indotto dai fluidi 

interni dellõovulo. 

I fluidi del megagametofito (MF) e della camera archegoniale (ACF) possiedono un 

profilo proteico diverso dalla goccia dõimpollinazione, fatto che si spiega considerando 

la loro differente origine. Il proteoma della goccia dõimpollinazione rappresenta un 

secretoma, ovvero un insieme di enzimi rilasciati dalle cellule per la difesa e la 
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modificazione dei carboidrati, come già concluso da Pirone-Davis et al., 2016; von 

Aderkas et al., 2018. Al contrario, le oltre 150 proteine identificate in MF e ACF, 

sembrano costituire un degradoma, ovvero un insieme di proteine rilasciate da cellule 

in seguito a morte cellulare.  

Essendo gli ovuli delle gimnosperme esposti allõesterno, le loro superfici debbono 

presentare adattamenti morfologici e fisiologici che agevolano la cattura e 

germinazione del polline (Leslie & Boyce, 2012; Little et al., 2014). I risultati dello 

studio qui discusso evidenziano che le proteine presenti allõinterno della goccia 

dõimpollinazione hanno funzioni limitate alla difesa contro agenti patogeni e alla 

modificazione dei carboidrati e della parete cellulare (Gelbart & von Aderkas, 2002). 

Queste funzioni sono conservate in diverse gimnosperme, quali cicadee (Prior et al., 

2018), conifere (Coulter et al., 2012), Ginkgo (Little et al., 2014) e gnetofite (Hou et al., 

2019). 

Il  fluido del megagametofito (MF) e il fluido della camera archegoniale (ACF), al 

contrario, non sono in grado di funzionare al di fuori dellõovulo. Il proteoma di questi 

liquidi presenta unõampia gamma di funzioni, tra cui la gluconeogenesi, la traduzione e 

il catabolismo dei perossidi. Tuttavia, queste proteine vengono rilasciate da cellule in 

apoptosi nella regione dellõapoplasto e, di conseguenza, la loro attività enzimatica è 

compromessa dalla perdita della struttura cellulare, che normalmente facilita le reazioni 

concentrando reagenti ed enzimi.  

Lõanalisi GOA (Gene Ontology Annotation) conferma che queste proteine provengono da 

vari organelli cellulari, principalmente plastidi, Golgi e ribosomi. Al contrario, sono 

state trovate poche proteine associate al reticolo endoplasmatico, un organello che 

precedenti studi (Woodenberg et al., 2010) avevano evidenziato come dõimportanza 

significativa per lõaccumulo di riserve del gametofito femminile delle cicadee. In linea 

con ciò, nei fluidi MF e ACF, non sono state trovate proteine correlate allõattivit¨ di 

riserva dei nutrimenti e trasporto. Al contrario, è stata ritrovata unõampia gamma di 

proteine coinvolte nella morte cellulare programmata (PCD-programmed cell death), come 

quelle del proteasoma e coinvolte nellõubiquitinazione. La PCD gioca un ruolo cruciale 

nella formazione della camera archegoniale: in Ginkgo biloba, la porzione di nucella dove 

si formerà la camera archegoniale va incontro a degradazione attraverso processi di 

morte cellulare programmata (Li et al., 2007). Queste osservazioni portano alla 

conclusione che lõalta concentrazione di proteine cellulari in ACF e MF sia dovuta ad 
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eventi di apoptosi e non a processi necrotici. Un ulteriore supporto a questa ipotesi è 

dato dalla quantificazione label-free: i risultati della quantificazione hanno mostrato che 

molte delle proteine ritrovate in ACF e MF possiedono livelli di espressione simili in 

tutti gli individui campionati, suggerendo che il rilascio di questi fluidi sia il risultato di 

un meccanismo preciso e finemente regolato. 

Una parte di volume di fluido della camera archegoniale (ACF) è materiale emesso 

dagli archegoni in risposta al fluido del megagametofito (MF). Questa interazione 

promuove la divisione delle due neck cells degli archegoni, portando alla formazione di 

un canale allõinterno dellõarchegonio. Questo consente sia lõaccesso degli spermatozoidi 

allõinterno dellõarchegonio, sia la fuoriuscita di materiale dallo stesso, che andrà poi a 

mescolarsi con il fluido presente allõinterno della camera. Nello sviluppo degli 

archegoni, il rilascio di contenuto cellulare è un adattamento legato alla fecondazione, 

che le cicadee hanno in comune con altre piante archegoniate, come le Briofite e 

Pteridofite. Infatti, durante la formazione degli archegoni, le cellule uovo e le cellule 

ventrali del canale archegoniale sono le ultime a formarsi. Il rilascio massiccio di 

citoplasma nellõapoplasto, come avviene anche durante la secrezione olocrina del 

nettare (Vesprini et al., 2008), potrebbe avere complesse e molteplici funzioni. I 

ricercatori hanno ipotizzato che nellõACF siano presenti sostanze chemoattrattive, 

anche se in questo studio non sono state identificate proteine correlate alla chemiotassi. 

Ciò non esclude però, la presenza di altri composti (non rilevati) che potrebbero avere 

funzione di attrazione per gli spermatozoidi. Questo apre nuove prospettive di ricerca 

ed altri ricercatori stanno attualmente testando queste ipotesi (Toyama et al., 2025). 

Questo studio è il primo a descrivere il rilascio di zuccheri dalla superficie dei 

megagametofiti nelle cicadee, mentre il rilascio di carboidrati dagli archegoni era stato 

precedentemente riportato solo per felci e muschi (Cao et al., 2017). Nello specifico, 

in Cycas revoluta, i ricercatori hanno riscontrato basse concentrazioni di saccarosio e 

fruttosio, mentre il glucosio è risultato essere il carboidrato a concentrazioni più 

elevate. Lõassenza di saccarosio nel fluido in cui vengono rilasciati gli spermatozoidi 

delle cicadee solleva interrogativi cruciali sulla deiscenza del tubetto. Studi precedenti, 

infatti, avevano dimostrato che i tubetti pollinici delle cicadee richiedono soluzioni con 

concentrazioni di saccarosio superiori al 10% (p/v) per rompersi (Hori & Miyamura, 

1997) e indurre lõapertura degli archegoni (Norstog, 1972). Tuttavia, queste soluzioni 

di saccarosio si sono rivelate non funzionali per gli spermatozoidi, i cui movimenti si 
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arrestavano entro cinque/dieci minuti dallõesposizione (Takaso et al., 2013). Gli autori 

del presente studio suggeriscono che il glucosio, presente ad alte concentrazioni, possa 

svolgere un ruolo sostitutivo del saccarosio. Questa ipotesi è rafforzata dal fatto che, i 

fluidi sessuali di quasi tutte le gimnosperme, ad eccezione delle Gnetales, possiedono 

basse concentrazioni di saccarosio (Nepi et al., 2017). Oltre a questi zuccheri, lõanalisi 

ha rivelato anche la presenza di pectine, rilasciate in seguito a degradazione della parete 

cellulare (Anderson, 2016) o alla sua rottura durante la secrezione olocrina (Nepi et al., 

2009). 

In questo studio, le analisi hanno rilevato unõampia gamma di amminoacidi nei fluidi 

pre-fecondazione, un dato mai riscontrato in altre piante archegoniate. Le 

concentrazioni di amminoacidi in MF e ACF sono risultate simili a quelle di altre 

secrezioni dellõovulo, come la goccia dõimpollinazione di Ginkgo biloba (Nepi et al., 

2017). In Cycas revoluta, i ricercatori hanno trovato alte concentrazioni di acido 

glutammico, prolina e alanina, amminoacidi tipici dei gametofiti femminili di 

gimnosperme che accumulano riserve (King & Gifford, 1997; Astarita et al., 2003). Tra 

gli amminoacidi non proteici, è stata rilevata la presenza di ornitina, il cui ruolo nello 

sviluppo delle cicadee non è ancora chiaro. Tuttavia, in altri sistemi, lõornitina rilasciata 

da cellule in apoptosi è nota per avere attività biogenica sulle cellule circostanti (Medina 

et al., 2020). 

Lõemissione di proteine, zuccheri e amminoacidi nellõapoplasto influenza direttamente 

le proprietà della soluzione. Il contributo del glucosio (lo zucchero maggiormente 

presente) e della pectina alla pressione osmotica è risultato basso, ma la pectina 

possiede proprietà igroscopiche che potrebbero comunque influenzare la viscosità del 

mezzo (Guimaraes et al., 2009). Le proteine, al contrario, contribuiscono 

maggiormente alla pressione osmotica esercitata sulle membrane delle cellule 

circostanti. A differenza di glucosio e amminoacidi, le proteine che si riversano 

nellõapoplasto non possono attraversare la membrana plasmatica delle cellule che 

formano il megagametofito: conseguentemente è probabile che siano le proteine a 

guidare i movimenti di diffusione dellõacqua verso lõapoplasto. La concentrazione 

proteica non è facilmente convertibile in concentrazione osmotica perché le proteine 

sono in grado di dissociarsi in numerose particelle ioniche. La produzione di un mezzo 

ricco di soluto per la fecondazione è un meccanismo riproduttivo unico che si riscontra 

nella zoidogamia: la soluzione in cui vengono rilasciati gli spermatozoi delle cicadee è 
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molto diversa rispetto allõacqua piovana in cui nuotano gli spermatozoi di felci e 

muschi. 

Confrontando le analisi di carboidrati e amminoacidi di MF e ACF, con quelle 

precedentemente pubblicate delle gocce dõimpollinazione (condotte con gli stessi 

metodi), gli studiosi hanno concluso che i fluidi sessuali rilasciati dagli ovuli delle 

cicadee, durante la fecondazione, sono nettamente diversi da quelli prodotti durante 

lõimpollinazione dalle gimnosperme (incluse le cicadee stesse) e dalla produzione del 

nettare fiorale nelle angiosperme. 

Un altro meccanismo unico riscontrato in piante con archegoni ̄  lõespulsione di 

materiale dallõarchegonio stesso. Nelle cicadee e in Ginkgo biloba, questa massa viscosa 

si ritrova sul fondo della camera archegoniale. Similmente a quanto riscontrato in C. 

revoluta, Lee (1955) suggeriva che in Ginkgo biloba, questo materiale rilasciato dagli 

archegoni intrappolasse fisicamente i flagelli mobili degli spermatozoidi, attraendoli 

verso il collo dellõarchegonio. A differenza di felci e muschi, dove si ritiene che il 

materiale espulso contenga sostanze chemiotattiche per gli spermatozoi, in questo 

studio von Aderkas et al. (2022) propongono che nelle cicadee avvenga un 

intrappolamento fisico. Il comportamento degli spermatozoi nella zoidogamia è 

estremamente complesso da studiare, sia in situ sia ex situ, e le conoscenze attuali si 

basano prevalentemente su ipotesi. 

In Cycas revoluta, le interazioni maschili-femminili sono coordinate da fluidi sessuali e 

possono essere considerate in termini di sporofito e gametofito. Durante 

lõimpollinazione, la nucella, una porzione sporofitica dellõovulo, emette la goccia 

dõimpollinazione (OõLeary et al., 2004; Poulis et al., 2005) regolando la germinazione 

del polline (von Aderkas et al., 2018). Durante la fecondazione, invece, i fluidi sessuali 

mediano il rilascio degli spermatozoi dal microgametofito e forniscono il mezzo in cui 

i gameti maschili nuotano. Questi fluidi, secreti dal megagametofito, sono presenti sia 

nelle cicadee, sia in Ginkgo. In conclusione, secondo il modello proposto dai ricercatori, 

la zoidogamia nelle cicadee implica che vengano prodotti diversi fluidi sessuali 

femminili che regolano il gametofito maschile. La complessità e specificità di questi 

liquidi suggeriscono nuovi ruoli per i fluidi prodotti dallõovulo nellõevoluzione delle 

piante a seme. 
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4. Conclusioni 

 

Lo studio condotto da von Aderkas et al. (2022) ha indagato la composizione dei fluidi 

sessuali prodotti dagli ovuli, che mediano il processo di fecondazione, in Cycas revoluta. 

Lõanalisi della complessa composizione di questi fluidi biologici ha fornito importanti 

spunti sulla fine regolazione dellõinterazione tra gametofito maschile e femminile nelle 

cicadee. 

Questo tipo di studio risulta particolarmente difficile a causa del volume ridotto dei 

fluidi indagati e dal fatto che sono prodotti in profondità allõinterno dellõovulo. Ciò 

limita la riproducibilità degli esperimenti presentati ed è di ostacolo ad ulteriori ricerche 

di approfondimento. Unõulteriore criticit¨ è legata alla variabilità inter-organismo, 

evidente per esempio nellõampia gamma di valori di pH rilevati. 

I risultati ottenuti mettono in luce la complessità della composizione di questi fluidi 

riproduttivi, ciò rende difficile la loro replicazione in vitro e limita la possibilità di 

studiare il comportamento del polline isolato in condizioni che mimino quelle in vivo. 

Questo studio, nonostante lõoriginale approccio utilizzato e la novit¨ dei risultati 

ottenuti, non ¯ sufficiente per unõeffettiva comprensione del ruolo di questi fluidi nella 

fecondazione delle cicadee, mancando dati riguardo il comportamento del tubetto 

pollinico e degli spermatozoidi. In aggiunta, sono state riscontrate delle incongruenze 

nella presentazione dei risultati ottenuti dallõanalisi proteomica della goccia 

dõimpollinazione: le proteine identificate, secondo il testo risultano essere 12, ma la 

tabella 2 ne riporta 16. 

Infine, il ruolo della goccia dõimpollinazione viene sminuito dagli autori, che ne 

limitano le funzioni alla sola difesa e modificazione dei carboidrati. Al contrario, anche 

alla luce dei precedenti studi, il contenuto della goccia dõimpollinazione sembra avere 

un ruolo significativo anche nello sviluppo delle strutture riproduttive femminili, nella 

regolazione della produzione dei fluidi successivi e nella maturazione e germinazione 

del tubetto pollinico. In questo contesto risulta importante approfondire ulteriormente 

lõinterazione fra il gametofito maschile e i tessuti femminili; infatti, alcune sostanze 

presenti nel polline potrebbero influenzare in modo significativo lo sviluppo dellõovulo. 
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Le ricerche in questo ambito stanno continuando concentrandosi sulla dinamica delle 

cellule spermatiche ed i meccanismi di fecondazione nelle cicadee, a tale proposito è 

attualmente disponibile in pre-print allõinterno di bioRxiv, anche se non ancora 

sottoposto a revisione, lõarticolo Intermediate Evolutionary State of  Motile Sperm and Pollen 

Tubes in the Extant Gymnosperm Cycas revoluta di Toyama et al. (2025). 

In questo nuovo articolo, gli studiosi hanno cercato di comprendere i meccanismi alla 

base del comportamento delle cellule spermatiche al momento del rilascio allõinterno 

dei fluidi prodotti dagli ovuli di Cycas revoluta. Gli autori hanno analizzato il trascrittoma 

delle cellule spermatiche, dei tubetti pollinici, delle neck cells, delle cellule uovo e dei 

megasporofilli. 

Pertanto, i fluidi prodotti dal megagametofito potrebbero non rappresentare lõunica 

forma di controllo di questi processi, come invece sostenuto da von Aderkas et al. 

(2022). Gli studi di Toyama suggeriscono, infatti, un ruolo fondamentale del contenuto 

delle neck cells nellõattrazione delle cellule spermatiche. Inoltre, la regolazione potrebbe 

essere bidirezionale e le sostanze contenute nel tubetto pollinico potrebbero essere 

coinvolte nella maturazione delle cellule uovo. 

Come dimostrato dagli esperimenti riportati da Toyama et al. (2025; non revisionato), 

le cellule spermatiche si muovono allõinterno della camera archegoniale secondo una 

traiettoria precisa: in particolare, gli spermatozoidi risultano attratti dalle neck cells e si 

muovono nella loro direzione, toccandole ripetutamente. Lo stesso invece non accade 

se gli spermatozoidi vengono isolati, suggerendo la presenza di molecole 

chemoattrattive allõinterno delle neck cells o nei fluidi sessuali, come ipotizzato da studi 

precedenti (Wang et al., 2014; Takaso et al., 2013; von Aderkas et al., 2022). Inoltre, 

nello studio condotto da Toyama et al. (2025; non revisionato), le analisi di 

trascrittomica suggeriscono che il tubetto pollinico delle cicadee non produca recettori 

per molecole secrete dai tessuti riproduttivi femminili, che ne guidino e direzionino la 

crescita. Gli autori di questo studio suggeriscono che il tubetto pollinico delle cicadee 

abbia solo una funzione austoriale, quindi di penetrazione allõinterno dei tessuti 

dellõovulo e assorbimento di nutrienti, come suggerito anche da analisi anatomiche 

precedenti (Johri et al., 1992). 

Future linee di ricerca potrebbero concentrarsi sullõidentificazione e i ruoli delle 

molecole implicate nella chemiotassi degli spermatozoidi. Inoltre, ulteriori ricerche 
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potrebbero considerare altre classi di gimnosperme, come Ginkgo, e condurre studi 

comparativi con altri membri delle Cycadales, al fine di evidenziare le differenze di 

composizione di tali liquidi prodotti dal megagametofito e il comportamento degli 

spermatozoidi durante la fecondazione. 
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6. Appendice 

 

6.1 Attività di tirocinio  

Durante lõattivit¨ di tirocinio, svolta presso il laboratorio della Prof.ssa Barbara Baldan 

allõinterno dellõOrto Botanico di Padova, ho potuto seguire un progetto di ricerca volto 

ad indagare i meccanismi molecolari alla base dello sviluppo del polline e dellõovulo in 

alcune specie di gimnosperme. In particolare, in questo laboratorio si studia la 

riproduzione di Ginkgo biloba da alcuni anni, e da poco si è iniziato a volgere lo sguardo 

anche ad alcune specie dellõordine Cycadales (Cycas revoluta, Cycas circinalis, Ceratozamia 

mexicana). Lõattivit¨ principalmente svolta durante i mesi primaverili è stata quella di 

campionamento di ovuli e microsporofilli per la preparazione di campioni processati 

per analisi morfologiche, per saggi di immunolocalizzazione, e per analisi di 

espressione genica tramite ibridazione in situ. Durante lõesperienza di tirocinio ho 

potuto apprendere le varie tecniche di fissazione ed inclusione per la preparazione di 

questi campioni vegetali. 

 

Campionamento di ovuli e microsporofilli 

Ovuli e microsporofilli delle piante selezionate sono stati prelevati da individui presenti 

allõinterno dellõOrto Botanico da inizio marzo a fine maggio 2025. In primo luogo, ci¸ 

consente unõanalisi approfondita degli stadi di sviluppo delle strutture riproduttive. Per 

esempio, in Figura 6.1.A è presente un cono maschile di Ginkgo che contiene il polline 

in formazione, quasi pronto per essere rilasciato. Ogni cono è composto da vari 

microsporofilli, in figura 6.1 B si apprezza la struttura del singolo microsporofillo 

composto da due sacche allungate, i microsporangi. 

Figura 6.1 Strutture riproduttive maschili di Ginkgo biloba visualizzate con stereoscopio. (A) Singolo cono maschile 

con microsporofilli. Barra di scala = 2 mm. (B) Dettaglio di microsporofillo costituito da due microsporangi (ms), 

con allõapice un knob sterile con sacche aerifere (* ). Barra di scala = 1 mm. Campioni raccolti in data 01/04/2025 

A) 
B) 

ms 
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Preparazione dei campioni per sezioni istologiche 

Per lõinclusione in resina Technovit®, i campioni prelevati sono stati fissati e disidratati 

gradualmente. La fissazione è stata compiuta utilizzando una soluzione a base di 

paraformaldeide alla concentrazione del 3% v/v e glutaraldeide alla concentrazione 

dello 0.5% in tampone MTSB (PIPES 50 mM, EGTA 5mM, MgSO4·7H2O 5 Mm, 

KOH 5 mM). Il tampone MTSB (MicroTubule Stabilizing Buffer) è stato preparato in 

anticipo ad una concentrazione 2X utilizzando la seguente ricetta: 

¶ 15 g di PIPES (PM: 302.4) 

¶ 1.90 g EGTA (PM: 380.4) 

¶ 1.22 g MgSO4·7H2O (PM: 246.5) 

¶ 2.5 g KOH (PM: 56.1) 

¶ H2O deionizzata fino a volume finale di 500 mL 

Il pH della soluzione è stato poi aggiustato a 7.0 con KOH 10M.  

Successivamente, il fissativo MTSB per 30 mL è stato preparato secondo la ricetta 

fornita nel protocollo:  

¶ 15 mL di tampone MTSB 2X 

¶ 9 mL di paraformaldeide 10% 

¶ 0.6 mL di glutaraldeide 25% 

¶ 5,4 mL di acqua deionizzata e autoclavata 

Immediatamente dopo essere stati prelevati, i campioni sono stati posti nella soluzione 

di fissativo e messi in agitazione a 4°C applicando inizialmente due cicli di blando 

vuoto sotto campana di vetro per 20 minuti ciascuno. Il fissativo esausto è stato 

rimosso e sostituito con soluzione fresca. Infine, i campioni sono stati posti a 4°C per 

tutta la notte prima di procedere con la disidratazione. Il giorno successivo sono stati 

eseguiti due lavaggi successivi in tampone MTSB 1X da 30 minuti ciascuno, 

mantenendo i campioni in agitazione a 4 °C. I campioni sono poi stati disidratati 

utilizzando concentrazioni crescenti di etanolo (30%, 50%, 70%, 85%, 95% in acqua 

distillata sterile per 1 ora per ogni fase), successivamente i campioni sono stati messi in 

etanolo 100% e lasciati a 4 °C per almeno 2 ore. I campioni in etanolo assoluto sono 

stati successivamente processati per lõinclusione in resina TechnovitÈ 7100, seguendo 

le istruzioni del protocollo fornito dal kit. I campioni inclusi in resina Technovit sono 
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stati poi tagliati tramite microtomo per ottenere sezioni istologiche analizzate al 

microscopio ottico e poi fotografate (Figura 6.2). 

Ш 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2 Sezione trasversale di microsporofillo di Ginkgo biloba visualizzata al microscopio ottico, ottenuta dopo 

inclusione in resina Technovit® e colorata con blu di toluidina (2025). Si può notare la presenza dei due 

microsporangi, il tapetum (t) che a maturazione degenerer¨ e allõinterno le tetradi di spore che daranno origine ai 

granuli di polline (p). Allõapice dei microsporangi ¯ possibile notare la presenza di un knob sterile con due sacche 

aerifere (as). 

 

t 

p 

as 

as 



30 

6.1 Articolo di riferimento 
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